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ル酸(共 役ジエン酸,18:2,n-5ま たはn-7)が 、キリ油にはエレオステアリン酸(共 役トリエン酸,
18:3,n-5)が 、ホウセンカ種子油にはパリナリン酸(共役 テトラエン酸,18:4,n-3)が 含まれている


























1.共 役 リノール 酸(共 役ジエン型)の メチル 化条件 の最適 化
ガス夘 マ トグラフ分析 用 のカラムとして、Supelcow躍 一10(60mxO.32㎜i.d.,0.25μm
H㎞thic㎞ess;SupelcoInc.)を 用 いると、CLAの 位 置 ・幾 何異性 体 を良好 に分離 す ることが で
きた(Fig.2)。 試 料 が遊離 型で あったた め、酸触 媒法 の4%塩 酸/メ タノー ル法 、4%硫 酸/メ タ
ノー ル法 、14%BF3/メ タノール 法 、AOCS法(加 熱14%BF3法)と 、塩 基触 媒法 のトリメチル シ ・
リル ジアゾメタン法 につ いて検討 した。4%塩 酸/メ タノー ル および4%硫 酸/メ タノール で高 温
で長 時間か けてCLAを メチル 化す ると、全 トランズ体 の割 合 が増 加 した(Table1)。 とくに 、
4%硫 酸/メ タノール で100℃ で40-60分 間 の処理 では 、他 の方 法で は検 出され ない異性 体が
生成 した(Table1)。14%BF3/メ タノー ル 法とトリメチル シリル ジアゾメタン法 はCLAを 安 定 に
メチル化 できた(Table1)。 しか しこれ ら方 法は 、脂肪 酸がエステル 結合 している場 合 には、
弱アルカリ処理 で遊離脂 肪 酸をあらか じめ調 製 してお く必 要がある。これ と同程 度 に安 定 にメ
チル 化できたのは、4%塩 酸/メ タノール を用 いて60℃ で20分 間の条件 でメチル化 す る方 法
であった。以後 、CLAの 揚合 にはこの方法(4%塩 酸/メ タノール)を 用 いることにした。
2.エ レオステアリン酸(共 役 トリエ ン型)の メチル 化条件 の最適 化
キリ油 には 、トリアシルグリセロール の;構成 脂肪 酸としてエ レオステアリン酸(ESA)が 約80%
程度含 まれる。このメチル 化 条件 を、酸 触媒 法の4%塩 酸/メタノール 法 、4%硫 酸/メ タノール
法 、14%BF3/メ タノー ル 法 、AOCS法(加 熱14%BF3法)と 、塩 基触媒 法 のテトラメチル グア
ニジン法 、ナ トリウムメトキシド法 、トリメチル シリル ジアゾメタン法 につ い ても検討 した。上 述の
カラムで 、α一エ レオステアリン酸(αESA,c9t!lt13)と β一エレオステアリン酸(βESA,
tgtllt13)を 良好 に分離できた(Fig.3)。 いず れの塩基 触媒 法も、キリ油 由来 の αESAを β
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ESAに 異性化させることなく、安定にメチル化できた(Table2)。4%塩 酸/メタノール法(60℃ 、












CLへ(10-40μM)を 添加した培地でHepG2を 培養すると増殖抑制が観察され 、その効果は
cLA濃 度に依存した(Fig.4)。 同じ濃度のLAで は、増殖抑制は観察されなかった(Fig.4)。 他
の癌細胞(肝 癌、大腸癌、乳癌、肺癌、胃癌)でも、CLAの 細胞増殖抑制作用が確認された。
CLへ(20μM)と 共に抗酸化剤(α 一トコフェロール、BHT)を 添加しても、癌細胞の増殖抑制
に影響はなかった(Fig.5)。 また、細胞の膜リン脂質ヒドロペルオキシド量は、CLA添 加細胞で





CLAと 同時に添加すると、CLAに よる細胞増殖抑制は観察されなくなった(Table3)。CLAを 添
加した細胞 内にはトリアシルグリセロール とコレステロールが蓄積していた。培地に添加 した




















にr3系 の脂肪酸から調製した共役トリエン型脂肪酸(268㎜ に極大吸収)の 殺癌細胞作用
が最も強いことがわかった。共役 γLnAよ り共役 αLnA(CαLnA)の 殺癌細胞作用がわずか
に強く、n-6系 の脂肪酸とn-3系 の脂肪酸から調製した共役脂肪酸では、その化学構造と殺
細胞作用の強さに差のあることがわかった。CLAに は、強い殺細胞作用は認められなかった。




2.共 役 α一リノレン酸 の構造 解析 とその殺 細 胞作用
脂肪 酸 をアル カリで共 役化 すると、得 られた共役 脂肪 酸 の化学 構造 は非 常 に複雑 であるこ
とが予想 された。共 役脂肪 酸 の 中で最も殺 細胞 作用 の強い成 分 の化学 構造 の決 定を試 み
た。
最も異性 体の少 ないCαLnAの 化 学構 造を決 定しようとした。まず 、CαLnA(21%
KOH/EGで10分 処理)をODSカ ラムーHPLCで3つ のフラクション(PeakI-III)に 分 けた(Fig.
8A)。 各 フラクションの紫外部 吸収スペ クトル から、PeakIは 共 役 ジエン型 で、PeakIIとPeakIII
は共 役 トリエン型 であることがわかった(Fig.8B)。PeakIII成 分 は 、数 種のヒト癌細 胞 と正常細
胞 に対 して最も強い殺 細胞 作用を示 した(Fig,9)。 また 、共役 ジエ ンのPeakI成 分 は非共役
型 の脂 肪酸 と殺 細胞 作用 に差 はなかった。この結果 か ら、同じ脂 肪酸 か ら調 製した共 役脂 肪
酸であっても、共 役ジエ ン構 造 のものより共役 トリエン構 造の脂肪 酸 の方 が強い殺 細胞 作用
を示す ことがわか った。
最も強い殺 細胞 作用 を示 したピー クIII成 分 に関して幾 何 ・位 置異性 体 の決 定を試 みた。
ピークIII成 分 を、第1章 で最適 方法 と決 定した14%BF3/メ タノール 法 でメチル 化 して銀イオ
ンカラムーHPLCに 供す ると5っ のピークにわかれた(Pe掘V一 ～rII)(Fig.10)。1H-NMRス ペ
クトル か ら、す べ てのピー ク成分 が全トランス型 であることがわかった(Fig.11)。 さらに、各 ピ
ー クをオ キサゾリン誘 導 体 にして
、GC-EI/MSで 位 置異性 を決 定した。各 ピーク成分 は 、それ
ぞれPeakIVが11`,13ち15オ 体,PeakVが1似12414`体,PeakVIが9オ,11ち13オ 体,PeakVII
が8ち10ち12オ 体,Peak～ 履IIが7ち9ち11オ体 のCαLnAで あった。PeakIIIの 主成 分 は 、
10坦2ち14たCαLnAで あった(Fig.12)。 この10ち12414たCαLnAの 殺 癌 細胞 作用 は、











































2.CLへ は、数種のヒト肝癌細胞の増殖を抑制した。CLAの 細胞増殖抑制 には、脂質の過酸化
が関与しているという報告があった。しかし、CLへ を添加した細胞の膜リン脂質ヒドロペルオキ






















































































































































































































































































































































































































































Fl9・5・E鎚ect・f・ntig・id・nt・(α ・tb・・pb…1・ ・dBHT)・ng・ ・軸 舳ibit・ ・y・cti・n・fC闘 ・H・pG2.
Cellswereincubatedfbr72hra負ersupple血entatioh6f20μMfattyacidsandantioxidants,The































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































論 文 審 査 結 果 要 旨
天然にはさまざまな形態の脂肪酸が存在する。1987年 に,加 熱処理された牛肉から癌発生を制御する
成分として共役 リノール酸(共 役ジエン型,18:2,CLA)が 発見された。この発見は脂質で癌を抑制す
るという点で非常に注目され,ま た,天 然物による癌予防の観点からも世界的に興味が持たれた。しかし,




キサエン酸(22:6,n-3,DHA)に 由来する共役 トリエンや共役テ トラエン型の脂肪酸にはより強力な
殺癌細胞作用があるのではないか という仮説を立て,こ れを検討することによって,紅 藻や農産物 など
天然資源に含まれる特異な共役型脂肪酸(共 役EPA,共 役DHA)に よる癌抑制機能を解明する目的で企
画された。
はじめに,天 然資源からの共役脂肪酸の調製が困難であったので,通 常のリノール酸,α 一リノレン酸
(18:3,n-3),ア ラキ ドン酸(20:4,n-6),EPA,DHAな どの非共役型の脂肪酸を水酸化カリウム/
エチレングリコール溶液に溶解し,窒 素下で加熱して,反 応条件を変えることで,様 々な構造の共役型不
飽和脂肪酸を化学的に調製した。そして,と くに共役EPAと 共役DHAが 強力な殺癌細胞作用のあること
を世界ではじめて発見 した。大腸癌,乳 癌,肝 臓癌,肺 癌,胃 癌の細胞に著効であった。この作用は癌細
胞に選択的であり,胎 児肺由来細胞,皮 膚細胞,全 胚細胞など正常細胞にはなんら悪影響を示さなかった。
さらに,α 一リノレン酸の共役産物のGC-MSとNMR分 析によりこの殺癌細胞作用が共役EPAと 共役
DHAの 全 トランス型の共役 トリエン構造に由来することを明確にした。また,実 際に動物への給餌試験
を行い,正 常動物に毒性はなく,臨 床応用が可能であることを明 らかにした。さらに,共 役EPAと 共役
DHAに よる殺癌細胞作用の機構として,癌 細胞に膜リン脂質ヒドロペルオキシ ドが著増 し,核 の凝集と
DNAの 断片化(TUNELI法)が 観察されたことより,癌 細胞に特異的なアポ トーシスの誘導の結果であ
ることを明らかにした。
このように,五 十嵐美樹による本研究の成果は,農 産物由来の薪規抗癌成分に関 し,独 創的かつ新発
見を含むものとして高 く評価 された。よって審査員一同は,本 研究者に博士(農 学)の 学位を授与する
に値するものと認定 した。
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